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ARTIGO ORIGINAL

EFEITO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS NA APOPTOSE
POS-TRAUMATICA DE CONDROCITOS

MArcia Ucroa pe RezenDe!, RONALD Bispo BARRETO pa Siva’,

ANa CRisTINA FERREIRA BassiT', NELsoN Hipekazu Tatsui?, Davip Sabicursky!, RauL BoLLicer NeTo!
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Obijetivo: Avaliar se a injecao intra-articular de Plasma rico em pla-
quetas (PRP) pode reduzir a apoptose pds-traumatica de condréci-
tos. Métodos: Foi desenvolvido um estudo experimental duplo-cego
com quatro joelhos de coelhos adultos. Apds a anestesia, 0s animais
foram submetidos a contusdo padronizada dos joelhos. Depois foi
injetado Tml de PRP humano nos dois joelhos esquerdos e 1ml de
solugéo fisioldgica (SF) nos dois joelhos direitos. Os dois coelhos
foram mantidos no mesmo ambiente sob controle de temperatura,
de atividades diarias e de alimentagéo. A eutanasia dos animais
ocorreu dez dias apds a intervencao e foram realizadas bidpsias da
cartilagem de cada joelho. As pegas foram preparadas para anélise
em microscopia eletrnica (ME). Resultados: Quatro preparados
para ME foram obtidos, cada um correspondendo a um joelho.
Os joelhos-PRP apresentaram as taxas de apoptose de 47,62%
(50/105) e de 48,36% (59/122), respectivamente. Nos joelhos-SF
as taxas de apoptose foram, respectivamente, 56,67% (17/30) e
70,40% (88/125). A diferenca do indice de apoptose nos joelhos-
PRP (48,02%) e nos joelhos-SF (67,74%) foi significante (p<0,001) e
OR=0,439 (IC95%=0.287-0.673). Concluséo: A injecao intra-articular
de PRP imediatamente ao trauma, reduz as taxas de apoptose (pds-
traumatica) de condrdcitos de coelhos.

Descritores: Apoptose. Cartilagem. Plasma rico em plaquetas.
Traumatismos do joelho.

Objective: To evaluate if the injection of intra-articular platelet-rich
plasma (PRP) can reduce impact-induced chondrocyte apopto-
sis. Methods: A double-blind experimental study was developed
in four knees of two adult rabbits. Each knee was injured after
anesthesia. Subsequently, 1ml PRP was injected in the right kne-
es and 1ml of normal saline (NS) in the left knees. The animals
were euthanized ten days after the intervention. All cartilage was
removed from the 4 knees and prepared for analysis in electron
microscopy (EM). Results: Four EM samples were obtained. The
PRP-injected knees showed apoptosis rates of 47,62% (50/105)
and 48,36% (59/122), respectively. NS-injected knees showed
56.67% (17/30) and 70.40% (88/125) of apoptosis. PRP-injected
knees had statistically significant less apoptosis (48.02%) than
NS-injected ones, (67.74%, p<0,001) and odds ratio of 0.439
(95% Cl=0.287-0.673). Conclusion: Immediately post-traumatic
intra-articular injection of PRP reduces impact-induced chon-
drocyte apoptosis in rabbits.

Keywords: Apoptosis. Cartilage. Platelets-rich plasma.
Knee injuries.
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INTRODUGCAO

A cartilagem articular tem um baixo potencial de regeneragao, mas
este processo ainda é pouco compreendido. Apesar de varios es-
tudos histolégicos demonstrarem a ocorréncia de morte celular em
resposta a lesdo mecénica, apenas recentemente esta sendo esta-
belecido se a morte celular ocorre por necrose ou apoptose.'*

A apoptose tem sido estudada extensivamente em outros tecidos
e células. Inimeros indutores conhecidos para apoptose tém sido

identificados, incluindo agentes quimicos, citoquinas, patégenos
virais e bacterianos e lesdes térmicas.>® A apoptose tem sido de-
monstrada como resultante de estresse mecéanico numa variedade
de células.®"" E um processo programado altamente regulado
e evolutivo de morte celular que executa um papel essencial no
desenvolvimento embrionario e no “turnover” celular fisiolégico.

A apoptose dos condrécitos foi demonstrada na osteoartrite e em
resposta ao trauma mecanico em trés estudos in vitro.'>'* Esses
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estudos concluiram que o inicio da apoptose nos condrdcitos po-
deria ser um dos eventos precoces através do qual os condrécitos
respondem ao estimulo mecénico. Além disso, outras investiga-
¢Oes recentes demonstraram que blogqueio da apoptose por agen-
tes farmacoldgicos diminuiu a taxa de morte de célula e aumenta a
sua sobrevivéncia. Alguns destes agentes sao representados por
inibidores da caspase,'® glucosamina,'® diacereina'”'8 e OP-1."°
Soffer et al.>® demonstraram que fatores de crescimento liberados
de plaquetas (PDGF) disparam respostas biolégicas que promo-
vem a regeneragao 6ssea, estimulando a proliferacao celular e
diminuindo a diferenciagdo das células ¢sseas. Varios estudos
estabelecem provas diretas ou indiretas, de que os produtos de-
rivados de plaquetas tém um papel substancial na regeneragcao
tecidual 2?2 Eles estimulam as células a produzirem trombina, que
gera o fibrindégeno para formar fibrina insoltvel. Coagulos de fibri-
na estimulam as células a produzirem colageno tipo I, mantendo
assim um ciclo que acelera a regeneracao tecidual 2

Enquanto o PGDF pode aumentar a viabilidade das células ésseas
in vitro, ele ainda h& de ser demonstrado se isso ocorre in vivo e
se ele pode inibir na apoptose pds-traumatica na cartilagem. O
objetivo deste estudo € avaliar se a injecéo intra-articular (IA) de
plasma rico em plaguetas (PRP) reduz a degradagao da cartilagem
apds um trauma direto.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no laboratério de investigagéo clinica do
Instituto de ortopedia e Traumatologia da Faculdade de medicina
da Universidade Sao Paulo (LIM-41/I0T/FMUSP). O modelo ex-
perimental seguiu os principios éticos de COBEA (Colégio Brasi-
leiro de Experimentacao Animal), da American Veterinary Medical
Association (AVMA) e do Comité de Cuidados e Uso de Animais
(IACUC), para a manutencao dos animais, protocolos de aneste-
sia, analgesia e eutanasia.

OSTEOARTROSE EXPERIMENTAL

Foram utilizados, no presente estudo, coelhos brancos maduros da
raga neozelandesa. Os dois coelhos foram anestesiados por uma inje-
¢ao intramuscular do quetamina (50 mg/kg) e xilazina (100 mg/kg).
Na posicao supina, foi realizado o ensaio de contusao para os-
teoartrite de Maziéres," reproduzido trés vezes em cada joelho.
Uma contuséo ao nivel da patela e do condilo femoral medial
foi causada pelo impacto de 1 kg de peso liberado de uma
altura de 1 metro.

Imediatamente apds as contusdes, cada coelho recebeu a injegao
de 1 ml de derivados humanos PRP nos joelhos direitos (deno-
minados 1 e 3) e injecao de 1 ml de solugao salina normal (NaCl
0,9 %) nos joelhos esquerdos (denominados 2 e 4).

Apos as injegdes, os animais foram autorizados a permanecer
em atividade, em gaiolas (60 cm X 60 cm x 40 cm), sem qual-
quer imobilizagao. Os animais foram rigorosamente monitorados
guanto a complicagoes.

HISTOLOGIA

Dez dias ap6s a contusao nos joelho, os animais sofreram eutana-
sia. Este tempo exato foi selecionado para avaliar a fase precoce
da apoptose pés-traumética.! Fragmentos de cartilagem frescos
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foram colhidos da patela e de ambos os condilos femorais. Os
espécimes foram fixados em glutaraldeido 3% e em cacodilato 0,1
M em PH de 7.3 a 7.35 por 2 a 3 horas. Depois da lavagem em
cacodilato de sddio de 0,1 M em pH de 7.3, os espécimes foram
fixados em tetroxido de 6smio de 1 % e em cacodilato de sédio
a 0,1 M (pH 7.3) por 1 hora. Os espécimes foram lavados nova-
mente, desidratados com etanol e em seguida postos em uma
mistura de etanol/spurn 50:50 antes da incorporacao definitiva
em spurn. Em seguida foram cortados e corados com acetato de
uranilo e citrato, apds segdes de ultratina (60 nm) e analisados
por TEM (microscopio de transmissédo de elétrons (JEOL JEM-
1010, Japéao)) com ampliagao de 1500x.

A investigacao por TEM foi usada para confirmar a presenca de
células apoptdticas e para permitir a documentagao detalhada de
suas alteragdes morfoldgicas. Ambos, o técnico responsavel por
preparar 0s espécimes de cartilagem e o patologista responsavel
pela contagem das células foram cegos com relagdo aos grupos
do estudo (metodologia de duplo-cego). Para o estudo histoldgico,
cada espécime de cartilagem foi dividido em campos aleatérios do
TEM. Nestes campos, condrécitos normais e apoptéticos foram
contados. (Figura 1)

EXTRACAO DE PRP

A Aférese (Haemonetics, Braintree, MA, EUA) do sangue perifé-
rico de um voluntario humano foi realizada para obter PRP atra-
vés do separador celular automatico Haemonetics MCS 9000 kit
especifico para plateletpheresis 995-E (Haemonetics Corp.). O
sangue foi drenado para um dispositivo de separagdo continua
de centrifugagao. Depois da sedimentacao do sangue, foi utiliza-
do um analisador de fibra dptica de refragdo com o objetivo de

S o _{g:;%' $BE L
Figura 1. Microscopia de transmissao de elétrons (TEM) de espécime
de cartilagem do joelho. Seta branca, condrdcito normal com citoplasma
abundante e morfologia normal celular e nuclear. Seta preta, condrécito
demonstrando alteragdes apoptdticas incluindo fragmentagao nuclear, re-
ducéo do tamanho celular e enrugamento da membrana citoplasmatica.

¥

103



104

isolar a camada das plaquetas, que foi armazenada em um saco
especifico. O sangue total restante foi reintroduzido no animal,
determinando o fim de um ciclo. O citrato de sédio foi usado como
anticoagulante numa proporgao de um para cada 9 ml de sangue
total processado. Geralmente, dois ciclos sao transportados e 70
ml de concentrado de plaquetas é coletado.

ANALISE ESTATISTICA

A anélise para comparacéo das proporgdes da apoptose entre
os grupos foi feita pelo teste do qui-quadrado. A estimativa do
tamanho de amostra resultou em 142 células para cada grupo.

RESULTADOS

Foram preparadas quatro grades de TEM, uma para cada joelho.
Em média, foram fotografadas 8,75 (7 — 10) malhas para cada
grade. Totais de 247 e 158 condrécitos foi contados no grupo
com introdugao de PRP e no grupo de controle, respectivamente.
Este nimero de células foi suficiente para obter poder estatistico,
como mencionado acima.

Os joelhos tratados com PRP (joelhos 1 e 3) revelaram a existéncia
de 47.62% (50/105) e 48,36% (59/122) de apoptose, respecti-
vamente. Em contrapartida, no grupo controle (joelhos 2 e 4),
as taxas de apoptose foram 56.67% (17/30) e 70.40% (88/125),
respectivamente. (Tabela 1)

A injecéo intra-articular de PRP foi associada com um ndmero
significativamente menor de morte de condrécitos, 48.02%, em
relacao aos 67.74% no grupo controle (p<0.001). Um fator de
protecao de 56.1 % foi demonstrado, de acordo com a razdo de
probabilidades (OR = 0.439; Cl95%=0.287-0.673), para os joelhos
tratados com PRP. (Figura 2)

DISCUSSAO

D’Lima et al.'?+?®> demonstraram o aumento gradual dos niveis de
células apoptoticas apds um evento traumatico, oferecendo uma
janela potencialmente terapéutica. Eles também demonstraram
que na apoptose pode ser inibida, sugerindo um potencial para a
modulagéo farmacoldgicas dos efeitos das lesdes de cartilagem,
que ja foi demonstrado por Mazieres et al.''® em seu modelo
de contusdo em coelhos. A administracéo profilatica (ou seja,
tratamento imediato apds a contusédo) de diacereina, impediu a

Tabela 1. NUmero de condrécitos observados em cada joelho
do estudo.

Joelho | Apoptose Normal E‘Z’tﬂu gse % apoptose
1 50 55 105 47,62
2 17 13 30 56,67
3 59 63 122 48,36
4 88 37 125 70,40
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Figura 2. Efeito da infus&o intrarticular do plasma rico em plaquetas sobre
apoptoses de condrdcitos induzidas por impacto. PRP representa o grupo
de intervencao e NaCl, representa o grupo controle. Diferenca significativa
entre os dois grupos (p<0.001).

destruicao da cartilagem induzida pelo impacto e apresentou um
efeito de condroprotetor.

Mais recentemente, Chubinskaya et al.'® revelaram que a injeg&o intra-
articular de OP-1 pode impedir que a apoptose pés-traumética. Shikh-
man et al.'® revelaram que glucosamina intra-articular possui uma ativi-
dade condroprotetora e antinflamatéria na osteoartrose experimental.
Em alguns trabalhos, plaquetas foram utilizadas diretamente ao
invés de plasma rico em plaquetas. Em outros, foram utilizados
géis de plaquetas e realsatos. Os principais fatores de cresci-
mento armazenados em o-granulados de plaquetas (fatores de
crescimento derivados de plaquetas (PDGF)) sé&o os fatores de
crescimento-beta transformados (TGF- B), o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF), o fator de crescimento epidérmico
(EGF), o fator de crescimento fibroblastico (3 -FGF) e o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF).??

Estudos in vitro revelaram que PDGF séo dependentes do nimero
de plaquetas por mI.?8 O * Neill et a/.?’” revelou que 0 método pelo
qual o PRP ¢é recolhido afeta o volume do PRP e a concentragdo de
plaguetas alcangada. Devido a esta eficacia relacionada, usamos
um ml de PRP obtido por aférese. Este método (MCS+) tem uma
contagem média de plaquetas de 14x108/ml.

Os resultados deste estudo demonstraram gue 0 menor nimero
necessario para mostrar as diferencas entre as amostras era 142
células em cada grupo. No grupo no qual realizada a injegdo de
PRP teve 247 células disponiveis para contar e o grupo controle
teve 155 células. (Tabela 1) A apoptose estava presente em 48.02
% das células apds o tratamento com PRP e 67.74 % das células
apos tratamento com solugéo salina normal (Figura 2), mostrando
uma diferenca estatistica significativa (p<0.001) e a uma propor-
¢ao de probabilidades de 0,439 (CI95 % 0.287-0.673).

D’Lima demonstrou um aumento progressivo das células apopto-
ticas apds uma lesdo traumética.* Se uma Unica injegao de PRP
pode reduzir significativamente o nimero de células de apoptdticas,
maior dose e freqUéncia devem ser estudadas para verificar uma
agéo condroprotetora mais expressiva do PDGF poés-trauma.

CONCLUSAO

Este estudo nao permite explicar o porqué e como ocorreu a redugao
da apoptose induzida pelo trauma, mas mostra a possibilidade de uti-
lizar o PRP como agente protetor desse tipo de lesao de cartilagem.
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